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論文内容要旨
 網膜における虚血は,糖尿病網膜症や増殖硝子体網膜症といった失明に至る重篤な眼疾患を引
 き起こすことが知られている。一方細胞レベルの虚血では膜電位の変化や膜チャネルの開口によ
 り細胞内カルシウム濃度が上昇し,細胞死が引き起こされることがわかっているが,その形態は
 アポトーシスあるいはネクローシスといった異なる様相を呈しており,詳細はいまだ議論の多い
 ところである。さらに,網膜は光受容体・双極細胞・神経節細胞と3段階のニューロンが存在し,
 各細胞間に介在ニューロンが存在する複雑な組織であり,網膜虚血に対して各ニューロン毎に電
 気生理学的反応性が異なることが知られている。最近虚血に対する網膜での細胞内カルシウム動
 態においても組織選択性があることがわかってきた。本研究では高血糖ラットの網膜スライス切
 片を用いて虚血に対する細胞内カルシウム動態の組織選択性を明らかにするとともに,高血糖治
 療の薬剤であるSU剤の中でも抗酸化作用を有するGliclazideが高血糖網膜の虚血による細胞内
 カルシウム動態に影響を及ぼすかを検討した。
 SDラットにstreptozotosinを腹腔内注射して高血糖ラットを作成。非投与群,Gliclazide投
 与群,Glibenclamide投与群に分けた。またブドウ糖腹腔内注射したSDラットをコントロール
 群とした。網膜スライスはPentobarbita1麻酔下に摘出した眼球より組織スライスチョッパーを
 用いて作成(厚さ400μm)。Ca2ト蛍光指示薬Fluo-3を細胞内に導入した後,網膜スライスをチャ
 ンバーにセット,共焦点レーザー顕微鏡により蛍光強度の変化を測定した。網膜スライスは内層
 より神経節細胞層(GCL),内網状層(IPL),内顆粒層(INL),外網状層(OPL),外顆粒層
 (ONL),光受容体細胞層(RPL)の6層の局在を確認した。灌流液は飽和酸素一炭酸ガス緩衝
 液を用い,虚血溶液は無酸素一無グルコースとした。虚血時間は30分とし,最大応答および,
 最大応答に至るまでの半分の時間を算出した。
 虚.血刺激に対して,コントロール群では内層ではほとんど変化が認められず(GCL:L2±0.05
 倍),外層に向かうにつれてカルシウム応答は強くなり,RPLでは2.3±0.2倍の蛍光強度変化を
 認めた。一方高血糖ラットでは内層,および外層ではコントロールとほぼ変わらなかったが,網
 膜中間層で蛍光強度変化は減弱(IPL:1.3±0.06→1.1±0.02,INL:L6±0.09→1.2±0.03,
 OPL:L8±0.09→1.2±0.02)していた。また,これらの層では応答時間も短縮していた。
 Glibenclamide投与群は非投与群と各層とも同様のカルシウム応答を示したが,Glidazide投
 与群では中間層で減弱したカルシウム応答が回復,(IPL:1.3±0.03,INL:1.5±0.04,0PL二
 L6±0.04)を示し,また応答時間も同様の回復を示した。
 本研究から高血糖ラットでは網膜虚血による細胞内カルシウム応答は網膜中間層で特に影響を
 受け,その応答は減弱を示すことがわかった。また,高血糖治療薬であるSU剤の中でも抗酸化
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 作用を有するGliclazide投与群で応答減弱が改善されたことから,高.血糖網膜中間層での虚血に
 よるカルシウム亦答の減弱には酸化作用が関与する可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 網膜における虚血.は,様々な眼底疾患で見られ,特に静脈閉塞症や糖尿病網膜症で日常見られ
 る現象である。それらは放置すると増殖性糖尿病網膜症や硝子体網膜症といった失明に至る重篤
 な眼疾患を引き起こす。神経細胞の虚血状態では細胞内カルシウムが大きな役割を果たし,その
 濃度上昇が細胞死を引き起こす。そのメカニズムは主としてアポトーシスといわれているが神経
 網膜ではいまだ議論が多い。本研究は高血糖ラットの網膜スライス切片を用いて虚血に対する細
 胞内カルシウム動態の組織選択性を明らかにするとともに,高.血糖治療の薬剤を用い,その特徴
 を検討した。
 streptozotocinを腹腔内注射して高血糖ラットを作成し,SU剤の中からGliclazide,
 Glibenclamideを選び,投与群,非投与群,さらにブドウ糖腹腔内注解ラットをコントロール群
 とした。組織スライスチョッパーを用いて網膜スライスを作成(厚さ400μm)し,Ca2+蛍光指
 示薬Fluo-3を細胞内に導入し,共焦点レーザー顕微鏡により蛍光強度を測定した。網膜スライ
 スでは神経節細胞層(GCL),内網状層(IPL),内顆粒層(INL),外網状層(OPL),外顆粒層
 (ONL),光受容体細胞層(RPL)の6層の局在を確認し,灌流液は飽和酸素一炭酸ガス緩衝液,
 虚血溶液は無酸素一無グルコースを用いている。30分の虚血に対し最大応答および,最大応答
 に至るまでの半分の時間を算出した。
 その結果,虚血刺激に対して,コントロール群では内層では変化が認められず(GCL:1.2±
 0.05倍),外層に向かうにつれカルシウム応答は強くなり,RPLでは2.3±0.2倍に蛍光強度が上
 昇した。高血糖ラットでは内層,および外層ではコントロールと変わらなかったが,中間層で減
 弱し(IPL:1.3±0.06→1.1±0.02,INL:1.6±0.09→1.2±0.03,0PL:1.8±0.09→1.2±0.02),
 応答時間も短縮したという。GHbenclamide投与群は非投与群と各層とも同様のカルシウム応答
 を示したが,Gliclazide投与群では中間層で減弱したカルシウム応答が回復,(IPL:1.3±0.03,
 INL:L5士0.04,0PL:1.6±0.04)を示し,また応答時間も回復を示した。
 本研究は高.血糖状態によって引き起こされる網膜虚血による細胞内カルシウム応答は網膜中間
 層で特に影響を受け,減弱を示すことを明らかにした。これはヒト糖尿病に於ける網膜電図の特
 徴が律動様小波の減弱であることはよく知られているが,それを示している可能性がある。その
 理由は明らかでないが,高血糖治療薬であるSU剤の中で抗酸化作用を有するGliclazide投与群
 で改善されたことから,網膜中間層での虚血によるカルシウム応答の減弱には酸化ストレスが関
 与する可能性が示唆された。これらの研究は日常臨床で観察される糖尿病網膜症の病態を解明す
 る上で大変示唆に富む研究で博士論文に値する。指摘された追加事項も補われており問題ない。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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